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臍帯血 リ ン パ 球 を用 い ， 新生 児期 に お け るイ ン タ ー フ ェ ロ ン ーy くinte rfe r o n－ y， IF N－rl の 調節機構
の 特異性に つ い て 検討 した． 臍帯血 リ ン パ 球の phytohe m ag glutinin くP H AI お よ び recombinant inter－
le ukin－2 くrI し21 刺激 に よ るI F N－ y 産生 は極め て 低い が ， OK －432 刺激 お よ び 1500rad 放射線照射後の
P H A刺激に よ り成人 対照に 匹敵す る IF N． y が産生 さ れた． ま た ， 抗 ヒ トI F N－ y モ ノ ク ロ ー ナル 抗体を用
い た alkalin epho sphata s e monoclonala nti－al kalin epho sphata s eくA P A A Pl 法に よ り細胞質内I F N－ y
の 存在が確 め られ た． P H A刺激後， 12 時間以 内に 放射線照射 した臍帯血 リ ン パ 球 で は1 F N－ y 産生 の著 し
い 増強が 認め られ た が， 18時間以 降の 照射 で はIF N．y 産生 の 増強効果は認め られ な か っ た ． 即 ち， 本来新
生児期 の IF N－y 産生能は すで に 成熟段階 に 達し て い るが ， こ の 時期の P H A誘導性 I F N－ y 塵生能の 低
下は早期に 活 性化され る放射線感受性 の I F N－ y 産 生 抑制細胞が存在す るた め と考 えられ た． 臍帯血 リ ン パ
球 よ り セ ル ソ 一 夕 ー で 分 画 し た O K T 4細胞 ． OKT 8細胞 を放射線 照射後培養す る と， O K T4＋ お よ び
O K T 8一細胞分画 に 工F N－ y 産生 の 増強が みら れ たが ， OE T 8＋ 細胞分画に はそ の よう な増強効果 は認め ら
れ な か っ た
．
また ， あら か じ め 24 時間 P H A刺激前培養した臍帯血 OlくT 4＋ 細胞 は成人 リ ン パ 球お．よび 自
己の 放射線照射臍帯血 リ ン パ 球 の 工F N－ y 塵 生を添加細胞数に 依存 して 抑制 した． さ ら に ， 臍帯血リ ン パ 球
の 24時間 PH A刺激培養上清を成人 リ ン パ 球の P H A刺激培養系へ 添加す る とI F N－ y 塵生 が抑制さ れ ，
この 培嚢上 清の 汀 N－ y産生抑制活性は セ ル ロ ー ス 膜に よる 透析 で 消失し た． 以上 の 結果 より， 新生児期で
は す でに I F N－ y 産生 能は成熟 に 近い が， P H A刺激 に よ り放射線感受性の O K T 4十 形質 をも つ 抑制細胞が
活性化さ れ工F N－y 産 生 を調節 し， そ の 抑制作用 の 少 なく とも 一 部 は透析性の 液性因子 が関与し てい ると 考
え られ る ．
Key w ords c ord blo od lym pho cyte s，interfero n．y pr odu ctio n， O K432， OK T4
1ympho cyte s， S up pr eSS O r Cells
新生児， とく に 未熟児が種 々 の 感染症 に 愕患 し易く ，
ま た重症化す る こ と の 多い こ と はよ く知 られ て お り，
その 原 因は新生 児の 免疫機構の 未熱性 に 求め ら れ て き
た
． 即ち， 新生 児期 の 遅 延型 過敏反応 の 低下 ， あ る種
の 抗原に 対す る 反応性の 低下， リ ン ホ トキ シ ン産 生 の
低下 ， リ ン パ 球の 各種細胞障害作用 の 低下， 免疫 グ ロ
ブ リ ン産生 の 低下， な どが報告さ れ て い る1121
．
一一 方， リ ン ホ カ イ ン産生 能 で は リ ン ホ ト キ シ ン や
migr atio n inhibitio n fa cto rの 産 生 は低下 して い る
が3川 ， T 細胞の 増殖分 化 に 重 要な役割 を演 じて い るイ
ン タ 一 口 イ キ ン ー2くinterle ukin－2， I L 2ナ の 産 生 は成人
と 同等で あ る51． また， ウ イ ル ス に より 誘導さ れ るイ ン
タ ー フ ェ ロ ンー a くinterfer o n－a ，I F N一 武 の 産生 能 は成
人 に 匹 敵す るが5I， phytohe m ag glutinin くP H Aナ刺激
に よ り誘導され るイ ン タ ー フ ェ ロ ン y くinte rfe r o n－ y，
工F N．yン の 産生 は 極 め て 低く ， 年 齢 と 共に 増強 し 1
旬 3歳で 成人 レ ベ ル に 達す る61． W aka s ugi ら7Iは臍帯
血 リ ン パ 球 を放射線照射す る こ と に よ りそ の P H A誘
導性IF N－y 産 生 が 増強 さ れ る こ と や， Staphylo．
C O CC al e nte r oto xin A くS E AJ単独刺激 に よ っ て も
A bbre viation s ニA P A A P， alkalin e pho sphatase m on o clo n al a nti－alkalin e pho sphatas e三
IF N－ y， interfer o n－ y ニP H A， Phytohe m ag glutininニ rI L 2， r e C O mbin a nt interle ukin－2ニ S E A，
Staphyloc o cc al enterotoxin A こ
3H－ T d R， 3H－thymidin e．
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I F N－ y が 塵 生され る こ と を報告 して い る． こ の こ と は
新生児期の I F N－ y 産生能 は す で に 成 熟段階 に 達 し て
い るが ， こ の 時期の P H A刺激時の I F N－y 産生 に は特
異な調節機構 の 存在す る こ と を暗示 す る ．
工F N－ y産 生細胞 に 関す る研究は多く ， ヘ ル パ ー T 細
胞 や n atu ral kille r細 胞 に よ るIF N－ y 産生が 知 ら れ
て い るが 8I別 ， その 調節機構 に 関す る研究 は少 ない ． マ
ウ ス で は工F N－ y 産生 が ヘ ル パ ー 細胞 お よ び サ プ レ ツ
サ ー 細胞 に よ り調 節 さ れ て い る と の 報 告が み ら れ る
が1 011 り， ヒ トで は Pape rmaSter ら
1 2Jが 成人 Le u－2＋ リ
ン パ 球 に よ る 工F N－ y産生 の 抑制 を報告 し て い る だ け
で あ り， 新生児の P H A誘導性 汀 N－ y 産生の 抑制機構
を研究す る こ と はIF Nt y産 生の 調節機構 を知 る上 で
重 要と 考え られ る． 本研究で は臍帯血 リ ン パ 球を使用
し， こ の 時期 に お ける工F N－ y 産生 の調節機構 の特異性
に つ い て検討 した．
材料お よ び 方法
工
． リ ン パ 球の 分 離
健康成人末梢血 は 26旬 36歳 男子 よ り， 臍帯血 は 満期
正常分娩児の 臍帯よ り分娩直後 に ， ヘ パ リ ン 加採血 し
た． Fic olトHypaqu eLym phopr epくNyega a rd 及 Co． ，
Oslo ， No r w aylを用 い た比重遠心法に よ り単核細胞 を
採取 し1 31， し グル タ ミ ンく0．3m gノmlう， ペ ニ シ リ ンく200
Ulmll， ゲ ン タ マ イ シ ン く10JLgノmll， Hepe s緩衝液
く0．02 M， GI B C O， Gra ndIsland， N ． Y．l， 5％非動
化 ウ シ 胎児血清を含 む R P M I 1640培地 くG IB C OI に
て， 5 XlO6ノmlに 調節 した． プ ラ ス チ ッ ク皿 を用 い て
付着細胞の単球 を除去 し， 非付着細胞 を リ ン パ 球と し
て以 下の 検索 に 使用 した．
工L． T 細胞サ ブ セ ッ トの 分 離
臍 帯 血 リ ン パ 球 を flu o r e sc ein isothio cya n ate
肝 汀CJ 標識モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 O K T 4お よ び OE T8
くOrtho Diagn o stic Syste m sIn c． ， Ra rita n， N ．J．1に て
標識 し， Epic s． CくCoulter Ele ctr o nic s， Hiale ah， F．
L．1 セ ル ソ 一 夕 ー を用 い て O KT 4． O K T 8陽性お よび
陰性細胞 を分離 し た 川 ．
m
． 培養条件
リ ン パ 球 は前述 の R P M I1640培地 に て 1 XlO6ノml
に 調 節 し， 13XlOOm m の プ ラ ス チ ッ ク 培 養試験管
くNo．2027， Falc o nPla stic s， Ox n a rd， C． A ．1を用 い 炭
酸ガ ス 培養恒温器く37
0
C， 5％C O2う内 で培養 した ． 3
日間培養後， 培養上 帝 を採取 し， 工F N活性測定 ま で －
20
0
Cに 保存 し た． 工F N イン デ ュ ー サ ー と し て ， 0．1％
PH AくDIF C O， Detr oit， M ． り， 25 Ulml リコ ン ビナ ン
ト ． イ ン タ ー ロ イ キ ン ー2くre co mbinantI し2， rI し2， 塩
野義製薬よ り供与つ川 ， お よ び， 溶連薗製剤の 10声gノml
O K432く中外製薬よ り供与11 引を使用 し た．
IV． 放射線照射
臍帯血 リ ン パ 球 を培養前， ある い は， P H A刺激培養
各時間後 に ， 東芝 K X C－18－2型 レ ン トゲ ン照射装置 を
使用 し 1500r ad 照射 した．
V ． 細胞質内I F N－ y の 染色
CytOC e ntrifuge した培養細胞を ア セ ト ン 固定し， 抗
ヒ ト工F N－y モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体くニ ュ ー ヨ ー ク 大学，
Le 博士 よ り供与11 61を用 い た alkalin e pho sphata s e
m o n o clo n al anti－alkaline pho sphata s eくA P P A P，
D A K O Co ．， Copenhage n， Den m a rkl法 に よ り， 細胞
質内IF N－ y を染色 した
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． 後染色に は Ca rr a zi へ マ ト
キ シ リ ン核 染色液 を使 用 した．
Vl
． 混合 培養
あ ら か じ め P H A刺激 に て 24時間前培養 し た臍帯
血 リ ン パ 球 く1．25〆 － 10．OXlO5個フ を， 成人 リ ン パ球 あ
る い は 1500rad 照射 し た臍帯 血自 己 リ ン パ 球 く5 X
lO5個J に 添加 した ． 全量 を 1 mlに 調節 した後， P H A
刺激 に て さ ら に 3 日間培養 し， P H A酒性化臍帯血 リ
ン パ 球 の工F N産生抑制効果 を検討 した．
工F N産生の 抑制率 は次の 式で算定 した．
抑制率く％うニ
PH A活性化臍帯血リンパ球添加時のPH A誘導性IFN活性
P H A誘導性 王F N 括性
XlOO
明I． 液性 因子 の 検討
臍帯 血 リ ン パ 球 を P H A刺激 に て 24 時間培養 し， そ
の 上 清 を採取 した ． 成人 リ ン パ 球の 培養系 へ 種々 の 濃
度添加 し， P H A刺激で 3 日間培養 して 工F N産生に 及
ぼ す 抑制効果 を検討 した．
同時 に 培養上 浦 をセ ル ロ ー ス 透析膜 く三光純薬う を
使用 して R P M I 1640培地 で 4
0
C，24 時間透析 し， 同様
に I F N産生 に 対 す る 抑制効果 を検討 した ． I F N産生
抑制率 は前述と同様 の 式で 求め た．
ま た， 成人 リ ン パ 球 の 幼君化反応 に 対す る臍帯血 リ
ン パ 球培養上清の 影響 を検討 した． 即 ち， 96穴平 底 マ
イ ク ロ プ レ ー ト くNo ．3072， Falc o nPla stic sl を使用
し， 臍帯血 リ ン パ 球上 清 を 成人 リ ン パ 球 1 X lO5個 に
種 々 の 濃度添加，P王1 A刺激 2 日後 3H － サ イ ミ ジ ンく3H－
T hymidin e，
3H －T d Rl を各穴 に 0．2JLCiず つ 添加 し，
1日後 3H －T d Rの 取 り込 み を測定 した ．
VIH． I F N 活性の 測定
IF N活性 は ヒ ト 羊膜 由来 の F L細 胞 と S indbis
viru sを用 い た 50％細胞変性阻止 法 に よ り測定 した6l
． 即 ち， 9 6穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に培養上 浦の 2倍
希釈系列を作成 し， F L細胞 を各穴 に 分注 した． 24時 間
培養 した 後， 至適渡度 に 希釈 し た Sindbis vir u sを各穴
に 分注 した ． さ ら に 24時間培養後， 1 ％ク リ ス タ ル バ
ヒ ト新生 児期の イ ン タ ー フ ェ ロ ン y 産生調節機構
イ オ レ ッ ト液く第 一 試薬う に よ り染色 し， F L細胞変性
阻止 が 得 られ る 希釈倍数の 逆 数 をも っ てI F N病性 と
した ．
ま た ， P H Aお よ び O K 432刺激培養上清に つ い て ，
p王i2 処 理 くpH 2 グ リシ ン 塩酸緩衝液 に て 24 時 間透
析う， 熱処理く56
0
C， 1 時間1， 抗 ヒ トIF N－ ぽ ウ サギ 血
清 く工nte rfe r o nScie n c eIn c． ， Ne w Bru n s wick， N． J．1
お よ び抗 ヒ ト 汀 N－y モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体く塩野義製薬
よ り供与フ に よ る 中和試験く37
D
C， 2時間1 を行 な い ，




I F N塵 生能
成人 リ ン パ 球は P H A， rIL－2， O K 432刺激に よ り高
単位の IF N 塵 生 が認め られ たく図1つ． 一 方， 臍帯血 リ
ン パ 球 で は P H Aや r工L－2刺激 に よ る工F N 塵生 は 極
め て 低 い が， O K432刺激 で は成 人 対 照 と 同程度 の
I F N産生が認め られ た ． また ， あ らか じめ 1500r ad 照
射 し た臍帯血 リ ン パ 球 の P H A誘導性I F N産 生 は 成
人 リ ン パ 球 に 近 い 値 を示 した．
工工． 工F Nの 性状
成人 リ ン パ 球 お よ び 1500rad 照射 臍帯血 リ ン パ 球
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れ も， pH 2処理 ． 熱処理 に よ り失活 した． さ ら に ， 抗
ヒ トI F Nl グ ウ サ ギ 血清 で は中和さ れ な か っ た が， 抗
ヒ トI FN－ y モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 に よ り 完全 に 中和 さ
れ たく表 1つ． 以上 よ り， い ずれ の P H A刺激培養上清
中の IF N も
一．
y
，， 型 くim m u n e型l で ある こ とが 確認
され た ． ま た， 成人 リ ン パ 球お よ び臍帯血 リ ン パ 球の
O K 432 誘導性工F Nに つ い て も 同様 の 結果 が得 ら れ
た
．
m ． 細胞質内IFN． y の 染色
P H A刺激お よ び 1500r ad 照射後 P H A刺激 し た成
人 リ ン パ 球 で は共に ， 一 部芽球化した リ ン パ 球が 存在
し， リ ン パ球 の 細胞質内 に fa stblue BBs altくSI G M AI
に よ っ て顆 粒状に 染ま る 汀 N． y が認め られ たく図2う．
一 方， P H A刺激臍帯血 リ ン パ 球で は芽球化 した リ ン
パ 球 は 成人 対照 と同程度認 め ら れ たが ， 細 胞質内に
fa st blu e B B saltの 顆粒 は ほと ん ど認 め られ な か っ
た ． 1500rad照 射後 P H A刺激 した臍帯血 リ ン パ 球 で
は細胞質内に fa st blu e B Bsalt によ っ て額粒状 に染
ま る1F N．y が認 められ た．
IV． 放射線照 射 リ ン パ球 に よ る I FN－ y 産生 の 経時
的変化
成人 リ ン パ 球で は未照射リ ン パ 球 ． 放射線照 射リ ン
パ 球共に P H A刺激 12時間後よ り有意な工F N－y 産生
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Fig． 1tA，軌 Indu ctio n of I F Nprodu ctio nby adult a nd c o rd blo od lym pho cytes． A dult
tAlo r c o rdくBJblo od lym pho cyte sく1Xl O6 c ellslml，w e re stim ulated with P H Aく0．1％1．rIL－
2く25uノmり o rO K－432く10p glml，fo r3 days， In s o m e e xpe rim ents， 1ympho cyte s we r e
ir r adiated withl，500rad befo r eP H A．stim ulatio n． A fter c ultu r e， the cultu re super n ata nts
W e r e a SS ayed fo rI F Na ctivity．
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が み られ た． 未照射リ ンパ 球 に比 べ 照 射 リ ン パ 球 の 方
が わ ずか な が ら高 い 1FN－ y 産生が認 め られ たく図 31．
一 九 臍帯血 リ ン パ 球で は前述の 如く 未照射 リ ン パ 球
の 工F N－ y 産生は ほ とん ど認 め られ な か っ たが ， 照 射 リ
ン パ 球で は成人 リ ン パ 球の 培 養と は少々 遅れ， 刺激 24
時間後よ りI F N． y産生が認 め られ た．
V ． 放 射 線 照 射 に よ る I F N－ y 産 生 増 強 効 果 の
kin etic s
P H A刺激培養後， 各時間 に 臍帯血 リ ン パ 球 を放射
線照射 したく図 4う． 放射線照 射 に よ る工F N－ y 産生増強
効果 は P H A刺激後12時間以内の照射 で は 著明 に み
られ た が ， 18時間後の 照射 で は減少 し， 24 時間後の 照
Table l． Chara cte riz atio n of IF Npr odu c ed by P H A－ Or O K－432－Stim ulated lym pho cytes
IF Ntite r afte rtr e atm e ntくUノmll竺
So u r c e of I F N
No n e Anti－I F N－ a Anti一工F N－ r pH 2
Re cornbin a ntIF N． a
Reco mbin a ntIF N－r
A dtlti P H A－indu c ed
O K－432－indu ced
Co rdこP H A．indu c edくwith l，500 Rlb














































l沌 xperim e ntal details a r eglV e nin the te xt
hco rd M N Cw ereir radiated withl
，
500r ad andstim ulated with PHA
fT he valu e s r epr es ent o n e of fo u r repres e ntativ e e xperim e nts with simila r r esults
Fig． 2CA － Dl． Alkalin epho sphata seim m u n o staining ofc ultur ed lym pho cyte sP H A－ Stim u－
lated lym pho cyte s w e re cyto c e ntrifuged o nto gla s sslide， Stain ed with the a nti
－IF N－ y
m o n o clo n ala ntibodyby A PAA Ptechniqu e． くAIA dultblo od lym pho cyte s． くBりr r adiat－
ed adult blo od lym pho cyte s． Both staining r e v e aled m a ny I F N
－ y C O ntaining lym pho －
cytes． cCI Co rd blo od lym pho cyte s． I F N－ y C O ntaining lympho cyte s w e r efew ．
Irradiated co rdblo od lym pho cyte s． M a nylym pho cyte s c o ntain edIFN
－ y Cle arly．
ヒ ト新生児期の イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア 産生調節機構
射で は完全に 消失 した． 以上 よ り， 臍帯血 リ ン パ 球 に
は P 王1 Aに よ り約 18時間以内 に 活性化 さ れ る 放射線
感受性工F N－ y 産 生抑制 リ ン パ 球が存在す る こ と が 示
唆さ れ た，
Vl． 臍帯血 リ ン パ 球 サ ブセ ッ ト に よ る I F N－ y 産生
臍帯血 リ ン パ 球の IF N－ y 産生抑制細胞 の サ ブ セ ッ
トを検討す る た めに ， セ ル ソ 一 夕 一 に よ り O K T 4細胞
お よ び O K T 8細胞 を分離 し， 1500r ad 照射 し て P H A
誘導性1 FN－ y 産生 を測定 した． O E T4＋ 細胞 お よ び
O K T 8
一
紙胞で は未分画 リ ン パ 球 と 同様照射後 P H A
誘導性1 F N． y 産生の 著明な増強が認め ら れ たく図 5フ．
一 方， OE T 4一 紙胞 は放射線未 照射状態 で も PHA 刺
激に よ り高単位の 王F N－ y 産生が認 め られ たが ， 放射線
照射 に よ るI F N－ y 産 生 の 増強 は 軽度 で あ っ た ．
O K T 8＋ 細胞は P H A誘導性I F N－ y 産生 は低 く， 放射
線照射 に よ る工F N－y 産生 の増強も ほ と ん ど認 め ら れ
な か っ た ． 以 上 よ り， 放射線感受性 の 工F N－ y 産生抑制
細胞 は主 に 臍帯血 O E T 4十ノO K T 8一紙胞に 含 まれ る こ
とが 示 唆さ れ た．
VII． 成 人 リ ン パ 球工F N－ y 鹿生 に 対す る 臍帯血 リ ン
パ 球の 抑 制 活 性




















6 1 2 24 4 8 72
Ho u r s of Cuし十u r e
Fig． 3． 二Kin etic s of P H A－indu ced I F N－ y Pr Odu ctio n
by ir radiated o r n o n－irr adiated lym pho cyte s．
Ir radiatedく1，500r adlく中 一el o r n o n－irr adiated
く0 職 011ym pho cytesく1X lO
6
c e11sノml fr o m adult，
a nd irr adiatedくA職Alo r n o n－irr adiatedくA h AJ
lympho cyte sfro m c ord blo od w e r e c ult red with
P H A fo r v a rio u stim eperiods． A fter c ulture，the
C ultu r e s upe rn at nts w ere a ss ayed fo r IF N－ y
a ctivity．
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臍帯血 リ ン パ 球 に よ る P H A誘導性1 F N． y 産生抑制
能 を検討 し たが ， － 一 定した王F N－ y 塵生の 抑制 は観察さ
れな か っ た
． そ こ で， 臍帯血 の 未分画リ ン パ 球， 分離
した O K T4＋ 細胞， O K T 4一紙胞 を P H A刺激に てあ ら
か じめ 24 時間前培養 した後， 成人 リ ン パ 球に 添加 して
さ らに P H A刺激 で 3 日間培養 した． 臍帯血未分画 リ
ン パ 球お よ び O K T 4＋ 細胞 はそ の添加細胞数 に 依存 し
て成人 リ ン パ 球の 工F N－ y産生 を抑制 した く図 6コ． 一
九 臍帯血 OK T4一紙胞 は この よ うな抑制活性が認め
られ な か っ た
．
また， PH A前培養臍帯血未分画リ ン パ 球 は自己 の
放射線照射 リ ン パ球 の 工F N－ y 産生も 同様 に 抑制 した
く表 2う
．
YIH． 享夜性因子 の 検討
臍帯血 リ ン パ 球の I F N－ y 産生抑制作 用 に お ける 液
性因子 の 関与 を検討す る た め に ， 臍帯血 リ ン パ 球 を
P H Aに て 24時間刺激 し， その 培養上 清を成人 リ ン パ
球の培養系に 各種濃度添加 した ． 臍帯血 リ ン パ 球培養
上清の添加量 に依存して成人 リ ン パ 球の P H A誘導性
王F N－y 産生が 抑制さ れ た く図 り ．
ま た， セ ル ロ ー ス 膜 に よ る 24時間透析に よ り， 臍帯
血 リ ン パ 球培養上 帝の抑制活性 はほ と ん ど消失 し た
く表3う．
なお ， 培養上 浦を各種濃度添加して成人 リ ン パ 球の
P H A刺激に よ る幼君化反応 を検討 した が， I F N． Y 産
生 を抑制す る濃度 に お い て も抑制効果 は認 め られ な
か っ た く表り ．
Fig． 4． K in etic s of a ugme ntatio n of PH A－indu ced
IF N－ y pr Odu ctio n by irT adiation ． Cord blo od
lym pho cytesく1XlO6 c ellslml w e re c ult red in
the pre se n c e of P H Aa nd irr adiated with l，500
r ad at v ario u stim einte r v al ofthe initiatio n of
C ultu r e． A fter 3 days of c ultu r e， the c ultu r e
S uper n ata ntS W e re a S Sayedfo rIF N－ y a Cti vity．
11日
考 察
I F N は白血球由来の び 型 ， 線維芽細胞由来の 月 型 ，
リ ン パ 球由来の y 型 の 3種類 に 分 か れ ， そ の 生 物学的
特性 も それ ぞれ 違 っ て い る 岬 ． IF N－ y は免疫調節機構
に お い て， 抗体産生の 調節1引， マ ク ロ フ ァ ー ジの Ia 横
坑庶出現 の 増強餌I， I し2産 生 の 調節2り， 王し2 レ セ プ
タ ー 発現 の 調節22I， n atu r al ki11er活性の 増強23Iな どと
多面的な役割 を演 じて お り， 工F N－ y 産 生 の 調節機構 を
解明 す る こ と は 重要 で あ る ． 新生 児 で は リ ン パ 球の
P H A誘導性工F N一夕 産生 は 極め て 低 下 して い る こ と
はよ く知ら れ て い る が 刷 ， その 原因に 関し て 不明 な点
が 多く残さ れ て い る．
臍帯 血 リ ン パ 球 の P H A やrI し2刺激 に よ るI F N
産生能は従来の 報告通り極 めて 低 下 して い たが ， 溶連
菌製剤である O K 432刺激 で は成人 リ ン パ 球 に 匹敵 す
る工F N を産生 し， また ， あ ら か じめ 1500r ad の 放射
線照射に よ り P H A誘導性工F N も著明 に 増強 した． こ
の度 生さ れ た工F N はい ずれ も pH 2処 理 お よ び 熱処
理 で失宿 し， 抗 ヒ ト工F N－ y モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ っ




塑 くim m u n e型1 で ある
こ とが 確認され た ． また ， CytO C e ntrifuge した培養細
胞 を抗 ヒ ト工F N－ y モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て
1F N T けerくU ノmU
8 3 2 1 28 512 2 0 48





Fig． 5． E ffe ct of irr adiatio n o nrF N－ y pr Odu ction
by c o rd Tc e11s ubs ets． Irr adiated with l，500r ad
り鶴い o r n o n－irr adiatedく亡コ1cord T c ellsubs ets
く1XlO6 c ellslml w er e c ult r ed in the pr es e n c e of
P H A． A fter3 days， Cultu r es w er eha rv ested a nd
a s sayed fo rIF N
－
y a Ctivity． Re sults a re e xpr e ss
－
ed a sthe m e a n土S Dof fo u r sepa rated e xperi－
m e nts．
A P A A P法 に よ り染色 し， 放射線照射後 P H A培養し
た 臍帯血 リ ン パ 球の 細胞質内 に はIF N． y が 増 量 す る
こ と が証 明 された． 最近， W aka s ugiら7，も臍帯血 リ ン
パ 球 が S E A刺激 に よ り 成 人 リ ン パ 球 と 同程度 に
IF N－ y を産 生 し た と報告 し て お り， 本来の IFN－ y産
生能 は 出生 時 よ り す で に 成人 に 近 い も の と考 え ら れ
る
．
臍帯 血 リ ン パ 球の P壬1 A誘導性工F N－ y 産 生 の 低 下
の 原 因に 関 して， Taylo rら2 41は T 細胞 お よ び マ ク ロ
フ ァ ー ジ の 未熟性 に よ る と 報告し， ま た， W aka sugi
ら2 5Jは IF N－ y 産生 細胞の プ ロ ス タ グ ラ ン デ ィ ン E に
対す る感受 性の 克進 に よ ると 報告し て い る ． し か し，
放射線照 射 に よ り工F N－ y 産生 が 著 しく 増強 す る こ と




， Vileek ら引も推論 して い るよ う
な 放射線感受性 の 工F N－y 塵生 抑制細胞が臍帯 血 リ ン
パ 球 の 汀N－ y 産 生 系 に も 存在 す る と 考 え ら れ る．
OK 432刺激に よ る臍帯血 リ ン パ 球の 工F N－ y 産 生 は旺
盛に み られ た こ と か ら， O K432刺激 で は こ の よ う な抑
制細胞 は活性化さ れ難 い もの と 考え られ る． ま た， 結
果は 示 して い な い が， 臍帯血 リ ン パ 球の r工し2誘導性
I F N－ y 産生 は放射線照射後も増強 され ず ， そ の 低下 の
原因は 不明 であ る ．
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Nu mbe r of CeししS A d ded くX1 0
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Fig．6． Effect of P H A－ a Ctiv ated c o rd blo od
lymhpo cytes o nI F N－y prOdu ctio n． Gr aded
n u mbe rs ofu nfr a ctio n atedく0－ぺり， O K T4＋く中 一
■I o r O K T 4． c ells く0－ 01fr o m c o rd blo od，
Which w er epre－ Stim ulated with P H A fo r24 hr，
W e r e ad dedtofre shadultblo od lym pho cyte sく5X
lO5 cellsl and cultured fo rfu rther 3 daysin the
pr e se n c e of P H A． A fte r c ultu r e， the cultu r e
Supe r n ata ntS W er e a SS ayed fo rI F N－y a Ctivity．
Re sults a r e e xpre ss ed a s ape r ce nt sup pre ssio n
C O mpa r ed with c o ntr oI c ultu r e s witho ut adding
C O rd blo od lymhpoyte s． Ea ch point r epre se nts
the m ea n士 S Dof fo ur separated experim e nts．
ヒ ト新生児期の イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア 産生調節機構
Table 2． E ffe ct of P H A．a ctiv ated c ord M N Co n
O nI FN－T PrOdu ctio nbyirr adiated a uto －
logo us c ells望
No ． of added
c ellsくXl O5I
I F Ntite rくUノml

















































吏Graded m u mbe rs of P H A－ a Ctiv ated c ord M N C
W er added toir r adiatedく1，500r adI a utologo u s
C ellsく5xlO51 which had be e npr eserv ed at 4OC，
After3 days of c ultur ewith P H A， the c ultu re
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Co n c e nTr Q十io n of Supe r n o寸o nI く％l
Fig．7． Effe ctof P H A－a Ctiv ateds upe rn at ntsfr o m
C Ord blo od lym pho cytes o nI F N－ y pr Odu ctio n．
P H A－ a Ctiv ated s uper n ata nts were obtain ed fr o m
C O rd blo od lym pho cyte s c ultu re which w e re
pr e vio u sly stim ulated with P H A fo r24 hr， a nd
W er e ad ded to adult blo od lym pho cytesく1XlO6
c ellsImりc ultu r e s atv a rio u s c o n c e ntratio n sinthe
pr e se n c e of P H A fo r3 days． A fte r c ultu r e， the
Culture s uper natants were as s ayed fo rI F N－y
a ctivity． Re sults a re e xpressed a s a perc ent
S up pr eS Sio n c o mpa red with c o ntroI cultu re s
Witho ut adding the supe rn at nts． Ea ch point
r epr es e nts the m e a n士S D of fiv e s epa r ated
e xpe rim ents．
産生 の 増 強は ， P 王1 A刺激18時間後 の 照 射 で は低下
し， P H A刺激で誘導さ れ る抑制細胞 は か な り早 期に
活性化 され る と考 え られ る． しか し， W aka sugiら7切
報告と 同様， 臍帯血 リ ン パ 球と成人 リ ン パ 球の 同時混
合培養 で 王F N－ y 産 生の 抑制が 一 定 しな か っ た の は， 成
人 リ ン パ 球 の 王F N－ y 産生開始が臍帯血リ ン パ 球の 抑
119
Table 3． Etfe ct of dialysIS Ofthe s uper n at nts o n





S upe rn at nt
50％ s upernata nt





























争PIi A－a Ctiv ated super n at nts fr o m cord M NC
Culture s w e r edialyz ed again st R P M I 1640m e－
diu mfor24hr a nd ad dedto adultM N Cc ultu res
at50％ c onc e ntratio n． after 3 days ofc ultu r e
with P H A，IF N－ ra Ctivity ofc ultu r e s upe rn at nts
W er e a S Sayed．
制活性の 出現 よ り早い ため と考え られ る．
新生児期 丁細胞 は成人 B 細胞 の免疫 グ ロ ブ リ ン 産
生細胞 へ の 分化を抑制 する ことが 知られ て い る た め2I，
工F N． y 塵生 に お ける 抑制 丁 細胞 の サ ブ セ ッ ト を検
討 した． O K T 4十 ある い は O K T 針細胞 に お い て放射
線 照射後の P H A誘導性 汀 N－ y産 生 が著 し く 増強さ
れ る こ とよ り， PH A刺激 に よ り活性化 され る抑制細
胞 は主に O K T4＋ノO K T 8一細胞 に 存在 す ると 考 えら れ
た
．
さ ら に ， あ ら か じめ 24 時間 P H A刺激 した臍帯血
未分画リ ン パ 球 や OK T4＋細胞 は添加細胞数に 依存 し
て成人 の 王F N－y 産 生を抑制 した． 一 方 ， OE T4－細胞
に は こ の よう な抑制は認 め られ なか っ た
．
また ， P H A
刺激臍帯 血 リ ン パ 球は 自己 の 放射線照射 リ ン パ 球 の
1F N－ y 産生 を も抑制 した． O E T 4＋ 細胞が ヘ ル パ ー ノイ
ン デ ュ ー サ ー T 細胞 で ， O K T 8一紙胞がサ プ レ ツ サ ー ノ
キ ラ ー T 細胞 で ある とさ れ て い る が2郎 ， 最近， O K T4＋
細胞の 機能的異質性が指摘さ れ て い る2 7ト2 91． 新生 児に
おい て O K T 4十 細胞は poke w e ed mitogenくP W Ml 刺
激培養系に お い て T 細胞の 免疫 グ ロ ブリ ン 産生細胞
へ の 分化 を抑制す る こ とが 報告され て い る2ン． しか し，
今回 の 研究 で は， こ の B 細胞分化抑制細胞 とI F N－ y
産 生抑制細胞 の 異同に 関 して は不 明 で あ る．
臍帯血 リ ン パ 球 を24 時間 P H A刺激 した 培養上清
に もI F N－ y 産生抑制活性が認め られ ， 工F N－ y 産生抑
制機序の 少な く とも－一 部 は液性因子 を介し て お り， こ
の 敵性因子 は透析性 で 比 較的低分子物質の 可能性が 示
唆さ れ た
． 臍帯血 リ ン パ 球 の B細胞分化抑制作用 が
P W M刺激 に よ り 臍帯血 T リン パ 球 よ り 分泌さ れ る
透析性の 液性因子 を介 して い る こ とが報告さ れ て い る
12 0
Table 4． Effe ct of P H A－a Ctiv ate s uper n at nts on pr olifer atio n of adultlym pho cytesゴ
Exp． 1 Exp． 2
Supe rn at ntく％J






















空P H A－ a Ctiv ated super n at ntsfr o m c o rd blo od w e re addedto adult M N Cc ultu re s atv ario u s c o n－
C entr atio n sin the pre se n c e of P H A． A fte r3 days of c ultu r e，IF N－rPr Odu ctio n a nd uptake of
ごiH ．
T d Rw ere mea sured．
b3H ．T d R in c orpo r atio n w a sdete r min ed in triplic ate s a mple s．
が3 0ト 3 2I， この 1F N－ y産生抑制液性因子 との 異同は不
明である．
以 上 の 結 果よ り， 臍 帯血 リ ン パ 球 の P H A誘導性
IF N－ y は， P H A刺激 に よ り早期 に 清性化さ れ る 放射
線感受性 の O K T 4十 形質 を も つ 抑制 丁 細胞 に よ り 調
節 を受 け， こ の 抑制機序の 少な く と も 一 部は透析性の
液性因子 が 関与し てい る もの と推定 され る ． 新生 児期
の 工F N－ y 産生 に お ける抑制 丁細胞 の 存在 は こ れ ま で
に 報告され て お ら ず， こ の よう な 新生児の 工F N－ y 産生
機構の 特異性は免疫応答の理 解 をす る上 で 重 要と考 え
られ る ．
結 論
臍帯血 リ ン パ 球の 各種刺激下で の I F N－ y 産生能 を
検討 し， 新生児期 に お け る工F N－ y 産生 の 調節機構 に 関
して 以下の結果 を得た．
1 ． 臍 帯血 リ ン パ 球 の P H Aお よ び rI し2刺激 に よ
る 工F N－ y 産 生 は 極 め て 低 い が ， O E 432刺激 お よ び
1500rad放射線照射後 の P H A刺激に よ り成人 対照に
匹敵す る 工F N－ y産生が認 め られ ， こ の よ う な所見は免
疫組織学的に も 確め られ た ．
2 ． P H A刺激後， 12時間以 内 に 放射線 照射 した臍
帯血 リ ン パ 球 で は IF N－y 産 生の 著 しい 増強が 認 め ら
れ たが ， 18時間以 降の 照射 で は1 F N－ y産生 の 増 強効
果 は消失した ．
3 ． 臍帯血 リ ン パ 球よ り分画 した O KT4細胞 お よ
び O K T 8細胞 を放射線照射後 P H A刺激培養す る と，
OKT 4＋ 細胞お よ び O E T 8一 細胞分画 に 工F N－ y 産生の
増強が認 め られ た．
4 ． あら か じ め24時間P H A刺激前培養 した 臍帯
血 OET 4＋ 細胞は成人 リ ン パ 球お よび 自己 の放射線照
射臍帯血 リ ン パ 球の 王F N－ y 産生 を抑制 し た．
5 ． 臍 帯血 リ ン パ 球 の 24時間 P H A刺激培養上清
を成人 リ ン パ 球 の P H A刺激培養系 へ 添加 す る と，
工F N－ y 産 生が 抑制さ れ た ． こ の 培 養上 清の I F N－ y 産
生抑制活性 はセ ル ロ ー ス 膜に よ る透析で 消失 した ．
6 ． 以上 の 結果 よ り ， 新生児期で はす で に 王F N－ y 産
生 能は 成熟 に 近 い が ， P H A刺激 に よ り早期 に 放射線
感受性 の O E T 4＋ 形 質 を も つ 抑 制細胞 が活性化さ れ
工F N－y 産 生を調節 し， そ の 抑制作用 の 少な く とも 一 部
は透析性の 液性因子 が 関与 し て い る と 考 えられ る ．
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Key w ordsニ COrd blood lym phocytes， in te rferon
－7 Pr Oductio n， O K 432， OK T 41ympho cytes，
SuP PreSS O r Cells
A bstract
Co rd blood lym pho cytesくC B LJ w e r edeficie ntin their ability of inte rfe ro n－7く王F N－TIprodu c
－
tio n o n stim ulatio n with phytohe m agglutinin くP H AJ o r r e c o mbin ant inte rle ukin 2， Whe r e a s
OK－4 3 2， a Str ePtO C O C C al prepa r atio n， C O uld indu c e ala rge a m ou nt ofIF N
－
7 fr o m c o rd M N C
c o mpa rab le to adult blo od lym pho cyte sくA B LJ． It is of inte r e stthatir radiatio n of l，5 0 0 fad
befo r eP H A－Stim ulatio n c o uldre sto rethe deficie nt ability ofIFN
－
7 Pr Odu ctio n by C B L． By
m e a n s of t he alkalin epho sphatas e m o n o cl n al a nti
－ alkalin e pho sphata s eくA P A A PJte chniqu e，
cytoplas mic IFN
－
7 W aS Cle a rly de m o n str ated in P H A
－Stim ulated C B Lafte rirr adiatio n． K in etic
studiesindic ated t hatsu ch a ugm e ntation of I F N－T Pr Odu ctio nbyirr adiation w a sevide ntw he nC B L
w e r eir r adiated prl O rtO O rby 1 2 hr ofPH A
－ Stim ulated c ultu r e． But，irr adiatio n afte r1 8 hr of
P H A－Stim ulatio n o rlate rdidnot e x e rt a ny a ugm e nting effe ct o nI F N
－7 Pr Odu ctio nby C B L． It
s e e m ed m ost likelyt hat the ge n uin e ability of I F N
－
TPr Odu ctio n w as m atu re alre ady at birth，but
that radio s e n sitive sup press o r effe cto rsfo rI F N
－7 PrOdu ctio n might be a ctiv ated wit hin C B Lat
ヒ ト新生児期の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 1 ノ 藤生調節機構 1 23
a n e a rly stage of P H A－Stim ulatio n， r e Sultingin po o rI F N
－
7Pr Odu ctio nby C B L．
P H A－indu c ed I F N一 丁 Pr Odu ctio n by O K T 4
十
o ro K T 8
，




m a rkedly encha n c ed by ir radiatio n of l，5 0 0r ad befo re the c ultu r e． Co
－ C ultu r e e xperim e nts
disclo s ed that O K T 4
＋
，
but n ot O K T 4
－
，
C ellsfr o mCB L， Whe npr e－ Stim ulated with P H A fo r2 4 hr，
e x e rted a ctiv e s up pr e ssio n o nP H A
－indu c ed I F N－T PrOdu ctio n by A B L in a do e s
－depe nde nt
m a n n e r． A d ditio n ally， the c ultu r e s upe rn ata ntS Obtain ed fr o mpre stim ulated C B Lwith P H Aals o
Pr Ofo u ndly s uppr e ss ed I F N
－ 7 Pr Odu ctio nby A B L，but their s up pr e ssiv e a ctivity dis ap pe ared after
the dialysis ofthe supe r n ata nts． These r es ult suggested that， O nPH A－ Stirn ulatio n， r adio s e n sitiv e
s up pr ess or effe cto rs o nIFN－7 Pr Odu ctio n w e r eindu c ed within OKT4
＋
subs et of CB L， a nd that
their sup pre s s o r a ctivity mightbe， atle a stin pa rt ， m ediated via dialyz ab le hu m o r al fa cto rくsl．
